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RESUMEN

Melanopsis dufouri, uno de los Gasterépodos dulceacuicolas mas abundantes en el
Pais Valencia esta considerado como un excelente indicador de la calidad de las aguas.
Dado que el hepatopancreas de Moluscos y Crustaceos esta reconocido como un érgano
directamente implicado en el metabolismo de xenobiéticos, se pretende en este trabajo
el estudio previo de las caracteristicas ultraestructurales de los distintos tipos celulares
hepatopancreaticos con el fin de seleccionar entre ellos un modelo experimental que
permita la demostracion de la presencia/ausencia de metales pesados en los habitats
frecuentados por esta especie. Tras un estudio ultraestructural e interpretacion de las
funciones de cada uno de los cuatro tipos celulares, se proponen las células acumula-
doras de calcio como elemento mas propicio para el seguimiento de la acumulacion de
metales pesados.

ABSTRACT

Melanopsis dufouri, one of the more frequent freshwater Gastropods in Pais Valencia,
is considered as a good indicator for water quality. The hepatopancreas (midgut gland)
of Molluscan and Crustacean is knowp as an organ directly implied in the xenobiotic
metabolism; so, this work intends the study of the ultrastructure of the different
hepatopancreatic cell types, in order to determinate the most suitable experimental
model to demonstrate the presence/absence of heavy metals in habitats occuped by the
studied species. The ultrastructural study and functional interpretation show that the
calcium containing cell is the preferent cell type to study the heavy metal accumulation
in Molluscan.

INTRODUCCION y en los iltimos afios se han realizado estudios
sobre la anatomia funcional de las partes blandas
El primer trabajo significativo sobre Melanop- de algunas especies de Melanopsis . En el presente

sis fue el de GERMAIN (1921). Afios m4s tarde se trabajo se lleva a cabo un estudio histoldgico del
realizaron estudios sisteméticos sobre este género hepatopancreas de Melanopsis dufouri. Se ha ele-
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gido esta especie por ser uno de los moluscos
dulceacuicolas mas abundantes del Pais Valencia,
asi como por estar considerado un excelente indi-
cador de la calidad de las aguas. De estec modo, en
futuros trabajos sc pretender4 hacer un estudio del
nivel de presencia de metales pesados en medios
dulceacuicolas habitados por Melanopsis dufouri.
Previo a estos estudios, ¢s preciso conocer la es-
tructura normal de ciertos 6rganos relacionados
con el metabolismo de xenobidticos y concreta-
mente de metales pesados. Este es ¢l caso del
hepatopdncreas, directamente implicado cn este
tipo de metabolismo. Segin ésto, el objetivo prin-
cipal de estc trabajo es llegar a identificar y descri-
bir las caracteristicas ultraestructurales de los dis-
tintos tipos cclulares hepatopancreaticos de Mela-
nopsis dufouri.

MATERIAL Y METODOS

Fragmentos de hepatopancreas deMelanopsis
dufourihansido fijados en solucién de Karnowsky
(glutaraldehido 1%, paraformaldehido 2% en
tampdn Sorensen 0,15M, pH 7,2) durante dos ho-
ras a 4°C. La postfijaciéon se ha realizado cn
tetréxido de osmio 1% en el mismo tampén, por un
periodo de dos horas a4°C. Tras deshidratacion cn
soluciones de acctona de concentracion creciente,
se ha procedido a la inclusién de las mucstras en
araldita (Durcupan ACM). Los bloques se han
seccionado en un ultramicrotomo JEOL-JUM?7.
Las secciones semifinas obtenidas se han tefido
con azul de toluidina. Las secciones ultrafinas han
sido contrastadas con citrato de plomo (REYNOLDS,
1963). El estudio ultracstructural de las muestras
s¢ ha realizado en un microscopio clectronico de
transmisién Hitachi H-800.

RESULTADOS

El hepatopancreas de Melanopsis dufouri, al
igual que el del resto de Moluscos, estd constitui-
do por una gran cantidad de tibulos cicgos tapiza-
dos por un epitclio pseudoestratificado en el que
no todas sus células alcanzan la luz tubular, Hasta

cuatro tipos celulares constituyen la pared de los
tubos, aungue su proporcion relativa es distinta;
scgiin la nomenclatura al uso las denominaremos
células secretoras, células absorbentes, células del
calcio y células indiferenciadas.

Los tres primeros tipos son los mas abundantes,
mientras que una pequefia proporcién de células
indiferenciadas sc ubica en ¢l extremo distal de
cada tiibulo. Cada uno de estos estarodeado exter-
namente por una fina capa de tejido conjuntivo,
conteniendo algunas fibras musculares, que los
mantienc unidos entre si dando consistencia al
drgano en su conjunto.

Células secretoras (fig. 1): Morfologia prisma-
tica. Citoplasma con numerosas vacuolas de con-
tenido débilmente acidéfilo y tamaiio elevado,
conteniendo ¢l producto elaborado por la célula;
matriz citoplasmatica reducida a una trama espon-
josa entre las vesiculas que se tifie débilmente por
colorantes basicos. Nuclco esférico con nucleolo
evidente y pequeia cantidad de heterocromatina
de disposicién granular; su ubicacidn es aproxi-
madamente central sobre una porcién més rica cn
citoplasma. La caracteristica ultracstructural mas
aparcnte s la presenciade un reticulo endoplasmi-
co rugoso muy abundante, asi como la baja densi-
dad del contenido vesicular (fig. 8).

Células absorbentes (fig. 2): Célula también de
citoplasma vacuolado, aunqgune el tamafio de las
vesiculas ¢s més reducido y uniforme que en cl
caso anterior, apareciendo sin coloracién su conte-
nido. El nicleo mucstra un contorno irrcgular,
adaptado al espacio entre las vacuolas; se localiza
cn la porcidn central de la célula, con una colora-
cién intensa de su matriz, un nucleolo de gran
tamafio y escasa cantidad de heterocromatina. A
nivel ultraestructural, cabe destacar la presencia
de un borde en cepillo muy desarrollado a nivel
apical, asi como numerosos siculos de reticulo
cndopldsmicoliso y mitocondrias en el citoplasma
subapical (fig. 4); pucde apreciarse también la
presencia de lisosomas de gran tamaiio y conteni-
do de elevada densidad (fig. 6).

Fig. 1. Célula absorbente. Detalle de niicleo (n) y granulaciones (asterisco). 1000 X.
Fig. 2. Célula absorbente. Vesiculas de contenido claro (asterisco) y borde en cepillo (flechas). 1000 X.

Fig. 3. Célula acumuladora de cationes. Granulos en diversos estados de maduracién (asterisco). 15000 X.

Fig. 4. Célula absorbente. Citoplasma apical con microvellosidades (mv) y reticulo endopldsmico liso (flechas).

20000 X.

Fig. 5. Célula secretora. Granulaciones de tamafio uniforme (puntas de flecha); nicleo (n). Células acumuladoras de
calcio (asterisco) con granulaciones de tamafio variable. 1000 X.

484




RUBIO ET AL.: HISTOLOGIA HEPATOPANCREAS M. DUFOURI

485



IBERUS 9 (1-2) 1990

Fig. 6. Célula absorbente. Lisosoma (asterisco). Célula secretora (SC). 15000 X.
Fig. 7. Célula acumuladora de cationes. Granulo maduro (asterisco). 25000 X.
Fig. 8. Célula secretora. Vesiculas de contenido claro (v) y reticulo endopldsmico ribosémico (flechas). 20000 X.

486




RUBIO ET AL.: HISTOLOGIA HEPATOPANCREAS M. DUFOURI.

Células del calcio (fig. 5): morfologia irregular,

aunque ocupando la totalidad del espesor del epi-

telio, intercaldndose entre los dos tipos celulares
descritos anteriormente. Citoplasma acidéfilo
conteniendo gran nimero de particulas esféricas
intensamente basofilas y centro refringente, de
tamafio variable, aunque en general reducido.
Nicleo denso, de contorno irregular y nucleolo
bien desarrollado. Al microscopio electronico, las
vesiculas presentan una elevada heterogencidad
en cuanto a estructura, pareciendo depender ésta
del estado de maduraci6n del contenido granular.
En los granulos que consideramos maduros, exis-
ten dos zonas claramente diferecnciadas: una exter-
na de elevada densidad al paso de los electrones, y
otra central de densidad inferior y textura granular
(fig.7). Las granulacioncs inmaduras prescntan
una estructura de baja densidad constituida por
sistemas de membrana dispueslos en capas con-
céntricas (fig. 3).

Células indiferenciadas: Morfologia ovalada,
presentando cscasos orgédnulos, a excepcion de
ribosomas, mitocondrias y algin siculo de rcticu-
loendopldsmico rugoso; el niiclco apenas presenta
hcterocromatina, sicndo el nucleolo de gran tama-
fio, y numerosos los poros en la envoltura nuclear.

DISCUSION

La gldndula digestiva dc los Gaslerdpodos es
considerada como el principal lugar de sintcsis y
sccrecion de cnzimas digestivos, asi como dc
absorcion y almacenamicnto (NAKAZIMA, 1956;
OWEN, 1966). En cl epitclio hepatopancrcatico de
M.. dufouri se prcscntan cuatro tipos cclulares
diferentes: células secretoras, absorbentes, acu-
muladoras de calcio ¢ indifcrenciadas. Las células
secretoras sugicren por su ultraestructura una im-
portante sintesis y acumulacién dc protcinas. En
células secretoras dc Deroceras (BABULA y
SKOWRONSKA-WENLAND, 1988 a,b) y IHelix
(ROSENBAUM y DITZION, 1963) s¢ ha demostrado
histoquimicamentela existenciade {osfalasadcida
y esterasas incspecificas cn el interior dc las vesi-
culas citoplasmaticas, lo cual corrobora la hipétc-
sis de sintesis de enzimas hidroliticos por partc de
estas células, que posteriormente serian liberados
a la luz wbular (KRYSZTOFIAK, GLINIECKA y
BIELAWSKI, 1983).

La prescncia de numcrosas microvellosidades
en el borde apical de las células absorbentes, junto

con la presencia de perfiles de reticulo endoplds-
mico liso y mitocondrias en el citoplasma subapi-
cal sugiere un importante transporte desde la luz
tubular al interior del citoplasma con la posterior
acumulacién en vesiculas del material transporta-
do (ORIVE, BERJON y OTERO, 1979). La presencia
a nivel apical de actividad fosfatasa alcalina
(BABULA y SKOWRONSKA-WENLAND, 1988 a),
enzima directamente implicado en el transporie
transmembrana, en este tipo celular corrobora la
hipétesis. De otro lado la presencia de numerosos
lisosomas implica procesos de digestion intracelu-
lar del material absorbido, completandose asi ladi-
gestion extracelular que tiene lugar en la luz tubu-
lar (NAKAZIMA, 1956).

Poca es la informacién existente sobre las célu-
las indiferenciadas, facilmente identificables por
su ultraestructura. Sin embargo, su escasez y dis-
posicién en las proximidades dcl extremo ciego de
los uibulos hepatopancredticos sugicren un proce-
so de renovacion de los restantes tipos celulares
semejante al que tiene lugar en lascriptas de las ve-
llosidades intestinales de Mamiferos.

En las células del calcio, nombre quc hemos
dado a este tipo celular ateniéndonos a la nomen-
clatura clasica, y mas concrctamente en ¢l interior
de sus granulaciones, se ha demostrado ademds dc
calcio, otros cationes (DURFORT, 1982; ABOLINS-
KROGIS, 1970) incluyendo hierro, cadmio y zinc
(IRELAND, 1982), sicndo ademds cstas vesiculas o
litosomas (ANDRE y FAURE-FREMIET, 1967) los
lugares dc acumulacion dc metales pesados tras
cxposicion experimental en Pulmonados (IRELAND,
1982) y Prosobranquios (MARIGOMEZ, CAJARA-
VILLE y ANGULO, 1990). Por otro lado la existcn-
cia de fosfatasa dcida en los litosomas de este tipo
celular (BOWEN, 1970) sugiere que cste enzima
esta concctado con la acumulacién y liberacién de
calcio (y otros cationcs) desde la glandula digesti-
va dc Gastcropodos. Por tltimo, este tipo celular,
acumulador de cationes, parece especialmente in-
dicado para demostrar mediante estudios ultracs-
tructurales, histoquimicos y de microandlisis, la
presencia o no de mctales pesados en ¢l ambicnte
habitual de M. dufouri; previamente sc requicre la
aplicacidon de la misma mctodologia a individuos
dc csta especic expucstos experimentalmente a
diversos metales pesados.

Trabajo parcialmente subvencionado por la
DGICYT. Proyecto PB880349. .
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